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程中 Fibronectin 的作用，并研究其对肝癌预后的影响。 
实验方法在本实验中我们首先从新鲜离体肝脏组织中分离培养原代肝星状
细胞，并采取共培养和收集活化后的星状细胞条件培养基两种方式对研究其对肝
癌细胞系 Hep3B 和 Huh 7 生物学行为的影响，同时探讨活化的星状细胞产生促进
肝癌侵袭转移的细胞因子———PDGF-BB 的作用，并研究了肝癌细胞发生侵袭转
移的关键分子 Fibronectin 的作用及意义。 
结果活化的星状细胞能明显促进肝癌细胞的侵袭和转移，其作用是通过产生
的 PDGF-BB 细胞因子结合于肝癌细胞上的 PDGFR-beta 受体，并促进肝癌细胞
Fibronectin 表达升高所致；PDGF-BB 中和抗体具有抑制其促进肝癌转移的作用，
同时证实了这一促进侵袭转移的作用是通过激活 AKT 信号通路实现的。 
结论活化的肝星状细胞能够促进肝癌细胞中 Fibronectin 的表达，从而促使




















Background and aims Hepatocellular carcinoma(HCC) is one of the most 
malignant cancers in the world and the mortality rate is ranked third in all tumors. 
There are 1.5 million patients dying ofHCC every years  and the number is still 
increasing. Though diagnostic and surgerytechnology improve the survival  rate 
significantly, the long-term efficacy is poordue to the high metastasis and recurrence 
rate.5-year survival rate is only 20% -30%. Therefore,  exploring the recurrence and 
metastasis mechanism of  HCC is very importantfor early diagnosis and treatment. 
Hepatic stellate cells(HSCs) is an important non-parenchymal cells in HCC immune 
microenvironment,divided into quiescent and activated conditions.  Activated HSCs 
are able to secrete a variety of cytokines affecting the immune microenvironment of  
HCC and accelerate the development of hepatocellular carcinoma. This study aims to 
clarify the mechanism that PDGF-BB derived from activated HSCs promotesHCC 
invasion and metastasis .At the same time ,we explore the role offibronectin inHCC 
metastatic processand study the impact of  it for prognosis. 
Methods In this experiment, HSCs were isolated from fresh liver tissue and were 
cultured in DMEM/HIGH GLUCOSE.We evaluate the biological behavior  of  hcc 
cell lines Hep3B and Huh 7 by co-culturing  and activated HSCs conditioned 
medium collection.At the same time ,we explore  role of the cytokinePDGF-BB  
derived from activated HSCs,which promotes liver cancer invasion and 
metastasis.Wediscuss function of thekey molecule fibronectin and significance in 
HCC invasion and metastasis. 
Results Activated HSCs can significantly promote the invasion and metastasis of 
HCC cells though binding to PDGFR-beta receptor on HCC cells, andstimulate 
fibronectin expression .The role of inducing metastasis of HCCcan be blocked by  
PDGF-BB neutralizing antibody, and we also confirm that activation of AKT 















ConclusionThe activated hepatic stellate cells can stimulatefibronectin 
expression in HCC cells, which contributes to invasion and metastasis of  HCC ,and 
combining a-SMA with fibronectin might predict prognoses more effectively. 
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目前全世界范围内每年有约 50 万的人被诊断为肝癌，在美国约有 20000 例
新增病例。肝癌在男性易患的恶性肿瘤中排第五，在女性中排第七。在发展中国
家，约有 85%的肝癌患者感染 HBV，并且感染者位于 HBV 高流行地区，东南亚
和撒哈拉以南非洲。肝癌很少在 40 岁以前发生，在大约 70 岁时达到发病高峰，
男性的发病率是女性的 2 到 4 倍。[1,2]在美国，因感染 HCV 而导致肝癌的患者








近年研究证实肝癌根术后 5 年仍有 60%-70%的患者出现转移复发, 肝癌的
复发转移是个多步骤，异常复杂的过程。目前研究已明确的参与肿瘤转移的分子
有（1）催化酶类，如金属基质蛋白酶 MMP2 和 MMP9 与肿瘤的侵袭转移密切
相关，二者的的表达与肝癌的侵袭力呈正相关[5]，另外尿激酶性纤溶酶原激活
剂 uPA 在肝癌中发现过表达，PAI-1 在血浆中也异常增高，在有肝外淋巴结转移，
门脉癌栓，远处脏器转移的患者表现更明显[6,7]（2）细胞因子，细胞粘附分子。
Kamel L 研究发现参与调节血管生成的血管内皮生长因子（VEGF)在肿瘤直径大
于五公分，伴有脉管癌栓的病人体内明显升高,血清 VEGF>400 ng/L 的 HCC 患
















这一过程依赖 c-Abl-Ras-Raf-1-ERK1/2 信号通路，提示 Claudin-1 可能是肝癌转
移的一个可靠的标志物[9]。此外，多分子联合预测肝癌的复发转移也有一定的
进展，如 Zhu 等[10]研究发现巨噬细胞集落刺激因子和巨噬细胞在癌旁组织中有
高密度表达,并且 M-CSF 和 Mφ联合诊断肝癌患者的复发和死亡效果是 佳的,。







的 HSC 条件培养基体外能够促进肿瘤细胞的增殖，转移和侵袭[15-19].Mazzocca 
A 等人研究发现活化的 HSC 还可表达 ADAM9，此分子能够降解层黏蛋白并与
肿瘤细胞结合后促进其侵袭和转移[18]。共移植 HSC 和瘤细胞的小鼠产生了比
单纯抑制瘤细胞的小鼠更大的肿瘤，血管生成更多[15-17,20,21]。Ju et al 对 130
例肝癌临床标本免疫组化分析 HSC 的表达，结果显示活化的 HSC 与患者的高复
发率和死亡率呈正相关[22]。类似的,Tang 等人证实在临床肝癌组织里癌旁中的
活化的 HSC（标志物 a-SMA）预示着手术后预后不良[23]。Shimizu 等人发现活
化的 HSC 条件培养基中含有 PDGF-AB，HGF，TGF-b 等细胞因子，这些因子
能够促进结肠癌细胞LM-H3的增殖和转移[19]. 近还发现活化的HSC在肿瘤肝
转移过程中能够释放基质细胞来源因子 1（SDF-1）并且其配体 CXCR4（趋化因
子 C-X-C 序列受体 4）在结直肠癌细胞中有表达，提示 SDF-1/CXCR4 旁分泌信
号促进了肿瘤细胞的侵袭，阻止其凋亡[24].同时，活化后的 HSC 即肌成纤维细
胞（MFBs）在大大促进了肝纤维化的进程.，研究发现，MFBs 主要分泌 PDGF-BB，
与胆管上皮癌细胞上的 PDGFR-b 结合后通过 Hedgehog 信号通路保护肿瘤细胞
不受TRAIL诱导的凋亡[25].Decai Yu发现肝癌患者血液中VEGF165和PDGF-BB
高表达，这一现象参与内皮祖细胞的动员，并且促进肿瘤的血管发生[26]。另外





















PDGF-BB 细胞因子作用于肝癌细胞，通过活化 AKT 信号通路，使得 Fibronectin



































DMEM/HIGH GLUCOSE                     美国 Hyclone 公司 
胎牛血清                              美国 GIBCO 公司 
100×双抗                             美国 Hyclone 公司 
IV 型胶原酶                           美国 Sigma 公司 
Percoll 细胞分离液                    美国 Sigma 公司 
DAPI                                 美国 Sigma 公司 
鼠抗人 a-SMA 单克隆抗体               美国 epitomics 公司 
兔抗人 Vimentin 单克隆抗体            美国 cell signal tecology 公司 
磷酸盐缓冲液（ PBS）： 800ml 蒸馏水中溶解 8gNaCl ， 0.2gKCl ，
1.44gNa2HPO4,0.24gKH2PO4,用盐酸调节溶液的 PH 值至 7.4 加水定容至 1L。 
胰酶：0.35gNaHCO3,7.95gNaCl，0.4gKCl，葡萄糖 1g，EDTA 四钠盐 2g，胰
蛋白酶 5g，水 1000ml。 
细胞冻存液：DMEM/HIGH GLUCOSE：胎牛血清：DMSO，以 7:2:1 的比例混 ，
冻存备用。 
DMEM/HIGH GLUCOSE 完全培养基：80% DMEM/HIGH GLUCOSE 基础培养基+20%
体积的胎牛血清+1%双抗。 
1.1.2.仪器与设备 
生物安全柜：Forma class2 A2                美国 Thermo 公司 
CO2 细胞培养箱：Forma Series2 HEPE class 2 美国 Thermo 公司 















细胞计数板                               南京裕安仪器有限公司 
激光共聚焦显微镜                         日本 OLYMPUS 公司 
低速离心机                               湖南湘仪公司 
低温高速离心机                           德国 Eppendorff 公司 
PH 分析仪                                上海拿华电子科技有限公司 
程序降温盒                               美国 Nalgene 公司 
-80 度超低温冰箱 Forma 700 series         美国 Thermo 公司 
细胞培养皿                               美国 corning 公司 
六孔细胞培养板                           美国 corning 公司 
滤网: 300 目                             上海生工生物科技有限公司 
组织剪：                                 上海生工生物科技有限公司 
眼科镊：                                 上海生工生物科技有限公司 
移液器                                   德国 Eppendorff 公司 
1.2 实验方法 
1.2.1HSCs 的分离 
新鲜临床手术肝脏标本，大小约 5×5×5cm，先用预冷 PBS（加入 1%双抗）
洗标本表面血液及可能吸附的细菌数次后，将组织移入约 40ml 盛有 1× IV 型
胶原酶溶液的无菌 50ml 试管中，用无菌外科组织剪充分剪碎组织后在 37 度中水
浴消化 20 分钟，300 目滤网过滤，滤液 400G 离心 5 分钟，弃上清，用 PBS 重
悬洗涤沉淀 2 遍。取离心后剩余的细胞用 8ml percoll 梯度离心液重悬，4 度
12000rpm 离心 15 分钟，小心吸取中层白色絮状细胞层，DMEM 全培重悬后 400G
离心后接入 6mm 培养皿，24h 后首次换液。以后每个 48 小时换一次液。两周后
进行 HSC 已经充分活化。 
1.2.2 HSCs 的纯化，传代及培养 
细胞生长融合至培养皿的 90%时，吸出培养基，PBS 液漂洗两次，加入
















加入含 20%胎牛血清的 DMEM 完全培养基终止消化，轻轻吹打混 后（首次纯化
不可吹打培养皿底面，以免将杂细胞全部吹下），将细胞悬液转移至无菌 10ml





取对数生长 HSCs，待细胞融合达 90%后，消化成单细胞悬液，DMEM 完全培
养基终止，离心并计数。去上清，用配置好的细胞冻存液重悬，轻轻吹打混 ，
使细胞密度达到 1X106/ML 。按每管 1-1.5ml 的量分别放入冻存管，标记好细胞
代号日期，放入细胞冻存程序降温盒，放入-80 度冰箱过夜，次日取出放入液氮
中保存。 
1.2.4 HSC 的免疫荧光鉴定 
1 盖玻片处理及细胞爬片 
① 取出盖玻片，泡酸处理 6小时或过夜 
② 从酸液中捞出玻片，用自来水冲洗 20 遍，再用双蒸水润洗 2遍 





⑥ 取培养两周对数生长期的 HSCs 消化成单细胞悬液，用 DMEM 高糖完全培
养基重悬，每张盖玻片上滴几滴细胞悬液，使细胞面积大概占盖玻片面积的
10-20% 
⑦ 放入 CO2 细胞培养箱中孵育 

















① 每孔吸去培养基，用 PBS 轻轻漂洗 2遍，避免细胞脱落 
② 免疫荧光固定液（多聚甲醛）每孔加 1ML，室温固定 30 分钟。 
③ 用 PBS 轻轻漂洗 3遍，每遍 5分钟，吸水纸吸干各孔 
④ 每孔加入 1ML 0.1%PBS-Triton 室温通透 10 分钟 
⑤ 用 PBS 轻轻漂洗 3遍 
⑥ 用 5%牛血清白蛋白（0.1%PBST 稀释）室温封闭 30 分钟 
⑦ PBS 洗，同 3 
⑧ 用 PBST 稀释一抗，每张玻片滴加约 60uL 
⑨ 室温孵育 2-3h 后放入 4度冰箱，孵育过夜 
⑩ PBS 漂洗，同 3 
⑪ 用 PBST 稀释二抗（用前离心），每张玻片滴加约 60uL 
⑫ PBS 漂洗，同 3 
⑬ 每张玻片滴加 DAPI 约 60uL，染色 1分钟 




2.1 人 HSCs 生物学鉴定 
2.1.1 HSCs 细胞形态 
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